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 ARÉA TEMÁTICA: Taxonomia


Taxonomia iterativa na resolução de incertezas taxonômicas em anfípodes troglóbios do gênero Potiberaba Fišer, 2013 em cavernas da Caatinga
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INTRODUÇÃO
Cavernas são cavidades naturais formadas através da ação química ou mecânica na rocha matriz. Os sistemas subterrâneos (ambientes hipógeos) se distinguem do ambiente superficial (epígeo) pela ausência total de luz em zonas profundas, e estabilidade ambiental, em aspectos como temperatura e umidade (Culver 1982, Jones 1992). 
Estes ambientes são ocupados por organismos especializados, conhecidos como troglóbios (Ferreira et al. 2010). Estes, apresentam modificações ecológicas, morfológicas e genéticas que os permitem sobreviver nestes ambientes (Kury et al. 1997). No brasil, este grupo é amplamente representado em todas as  regiões, em cavernas dos mais diversos tipos de composição mineral, em especial, por insetos e crustáceos (Silveira et al. 2009). Atualmente, a região nordeste com ênfase no estado do Rio Grande do Norte (RN), vem se destacando quanto ao número de novas espécies de invertebrados troglóbios descritas, como o  gênero de anfípodes Potiberaba, descrito em 2013 por Fišer e colaboradores, sendo Potiberaba porakuara a única espécie descrita até então.
Até 2022, acreditava-se que P. porakuara era uma espécie amplamente distribuída nas cavernas da região, inseridas dentro da formação do calcário Jandaíra, região Oeste do RN. Entretanto, através de investigações utilizando o marcador mitocondrial COXI, um estudo realizado em 2022 por Bento et al. indicou a possibilidade de P. porakuara ser um complexo com pelo menos 5 espécies distintas. Desse modo, novas expedições foram realizadas ao conjunto de cavernas, aumentando assim o número amostral de indivíduos para posteriores investigações moleculares e morfológicas, podendo assim, testar a hipótese da presença de um complexo de espécies dentro do gênero Potiberaba, e se comprovada, utilizar as informações morfológicas e genéticas para descrição das novas espécies.

MATERIAL E MÉTODOS
Os espécimes foram coletados em um conjunto de cavernas na formação do calcário Jandaíra, Oeste do RN. Para obtenção dos espécimes, foi utilizado um puçá de tela e piceta. Todos foram fixados em solução de etanol 100% e identificados segundo Fišer et al. (2013). Em seguida, as amostras foram subdivididas, separando animais para análises morfológicas e moleculares.
O DNA foi extraído de indivíduos de cada linhagem de Potiberaba identificada por Bento et al (2022) para ambos os marcadores, utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). Foram obtidas sequências parciais do gene mitocondrial COXI e do nuclear 28S. Para ambos, a PCR seguiu os parâmetros descritos em Bento et al (2022). Todos os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose e utilizados em uma PCR de sequenciamento. Após a edição dos eletroferogramas, as sequências consenso foram alinhadas no MEGA 7.0. A partir da análise de distribuição de haplótipos feita no DNAsp v.5 (Librado & Rozas 2009) foi construída uma rede de haplótipos no PopArt (Leigh & Bryant 2015).
 Para detectar a estrutura populacional das linhagens utilizamos o Geneland no software R v. 3. 1. 4. A análise Geneland foi baseada em um modelo de frequência não correlacionado, com número populacional mínimo 1 e máximo 10. O modelo espacial foi selecionado para inferir o número de clusters em nove rodadas independentes usando 1.000.000 de iterações MCMC. Posteriormente um burn-in de 200 foi aplicado e a corrida com o logaritmo médio mais alto de probabilidade posterior foi usada para calcular as probabilidades posteriores das populações. 
As inferências Bayesianas (BI) foram  realizadas no *BEAST v. 2.1, utilizando os parâmetros: modelo de substituição HKY+G. Relógio relaxado com taxa de distribuição normal, média de 0,01, taxa de substituição de 0,07% M.a para COXI e 0,035% M.a para 28S (Regier et al. 2005, Lins et al. 2015), e desvio padrão de 0,001. O modelo anterior da árvore foi definido como especiação com processo de Yule. A cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) foi executada com 20.000.000 gerações. Em seguida, treeAnnotator v. 1.10.2 foi usado para resumir os resultados do BEAST em uma única árvore com burn-in de 20% e um limite de probabilidade posterior de 0,5. Por fim a  árvore final  foi  visualizada e editada em FigTree v. 1.4.4  (Rambaut 2018).
Para as delimitações de linhagens, os genes foram submetidos a quatro delimitações: ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery), GMYC (Generalized Mixed Yule-Coalescent), PTP (Poisson Tree Process) e BPP (Bayesian Phylogenetics and Phylogeography) (Yang et al. 2015). Uma árvore de máxima verossimilhança gerada no MEGA 7.0, usada como entrada para PTP, utilizando os parâmetros padrão. Árvores ultramétricas geradas no BEAST por BI a partir do conjunto multiloci foram entrada para as delimitações do GMYC. As análises baseadas em distância foram realizadas através do (https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html), com a largura de lacuna relativa de 1,0.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
As redes haplótipos geradas para ambos os genes, constituem os primeiros indícios de que a hipótese de um complexo de espécies pode ser verdadeira. Para ambos os genes, as localidades onde os indivíduos foram identificados por Bento et al (2022) através do COXI como P. porakuara, apresentam ampla diversidade e amplo compartilhamento de haplótipos, e poucos passos mutacionais entre as populações, sugerindo possível conectividade entre as mesmas. Já as outras quatro localidades, apresentam apenas um haplótipo cada, e elevado número de passos mutacionais entre elas, e as localidades de P. porakuara, indicando isolamento a tempo suficiente para que mutações pudessem surgir e serem fixadas.
O Geneland recuperou estruturação para cinco linhagens (K= 5), corroborando  a hipótese de um complexo de espécies para o gênero. As topologias recuperadas através das árvores inferência bayesianas divergiram entre genes em pontos como: suporte dos ramos, e relações de parentesco entre as quatro linhagens de Potiberaba e P. porakuara. A topologia recuperada para o gene COXI, indicou que P. porakuara, assim como Potiberaba sp. nov. 1, 2, 3 e 4, formam clados monofiléticos, com altos valores de suporte (acima de 90%) para os ramos, exceto para Potiberaba sp. nov. 1. Tal resultado vai de encontro ao que foi proposto por Bento et al (2022), onde o mesmo marcador já havia indicado a presença de mais de uma espécie ao longo da distribuição  de P. porakuara, através do incremento de sequencias da atuais e de novas populações, as divergências entre os grupos foram acentuadas.
 Para o gene nuclear 28S, os clados que foram recuperados de modo geral não apresentaram suportes considerados significativos (acima de 0.90), exceto para separação de Potiberaba sp. nov. 3 dos outros grupos. Diferenças entre topologias e delimitações de linhagens entre marcadores de origens diferentes, como observado em Potiberaba sp. nov. 4 é algo recorrente (Esmaeili et al. 2015), uma vez que, genes nucleares e mitocondriais apresentam características evolutivas distintas ( Campilo et al. 2019). Marcadores nucleares necessitam de mais tempo para que mutações surjam e sejam fixadas, quando comparados com marcadores mitocondriais, necessitando de mais tempo para atingir o monofiletismo recíproco, recuperando principalmente eventos antigos de divergência (Galtier et al. 2009, Mandal et al. 2014, Weigert et al.  2016, Allio  et al. 2017), o que se acredita não ser aplicado a Potiberaba sp. nov. 4.
As delimitações de linhagens de Potiberaba, para o gene mitocondrial COXI foram congruentes, exceto para ABGD, indicando a existência de quatro linhagens. Já para o 28S, os métodos não delimitaram  Potiberaba sp. nov. 4 como uma linhagem distinta, sugerindo a existência de quatro, incluindo Potiberaba sp. nov. 4 dentro de P. porakuara. Similar ao que foi observado no Geneland, a inclusão de Potiberaba sp. nov. 4 dentro do clado de P.porakuara pode ser reflexo de um processo de especiação recente de Potiberaba sp. nov. 4, uma vez que, diferente das novas linhagens, Potiberaba sp. nov. 4 ocorre dentro da área de distribuição de P.porakuara entretanto, numa região que não permite fluxo de indivíduos com populações de P. porakuara potencializando processos de especiação, dessa forma, a linhagem foi descrita como uma nova espécie, assim como Potiberaba sp. nov. 1, 2 e 3.


CONCLUSÕES
O presente estudo ressaltou como a utilização de diferentes marcadores moleculares pode ser útil para resoluções de incertezas taxonomias, com implicações diretas em áreas como a taxonomia, proporcionando a descrição de novas espécies, bem como no âmbito da conservação, uma vez que, através do mesmo, foi possível entender a real distribuição de cada espécie, e assim, fornecer subsídios para posteriores ações de conservação. Além disso, o trabalho se mostra relevante ao indicar que a biodiversidade subterrânea da Caatinga pode esta sendo subestimada, quando apenas uma ferramenta é utilizada para detecção de espécies, necessitando cada vez mais da utilização da chamada taxonomia iterativa, agregando diferentes ferramentas analíticas para resultados cada vez mais robustos.
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